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　　The　70kDa　heat　shock　proteins　（hsp）　are　intracellular　proteins　that　have　important　roles　as
molecular　chaperons．　Recent　studies　suggested　that　hsp70　may　be　related　to　autoimmune　disorders．
In　this　report，　we　investigated　autoantibodies　to　hsp70　in　several　autoimmune　diseases．　The　sera
from　50　patients　with　rheumatoid　arthritis　（RA），　50　patients　with　systemic　lupus　erythematosus
（SLE），　17　patients　with　progressive　systemic　sclerosis　（PSS），　and　50　healthy　controls　were　tested
for　screening　by　ELISA，　and　then　underwent　immunoblotting．　ln　ELISA，　purified　bovine　hsp70　was
used，　and　in　immunoblotting　ATP－binding　proteins　were　used　as　antigens．　Antibodies　to　hsp70　were
detected　in　2　cases　with　RA　（anti－73／72），　1　case　with　SLE　（anti－72），1　case　with　PSS　（anti－73／72）
and　1　healthy　control　（anti－73／72），　and　all　cases　were　lgM　antibodies．　Positive　frequency　was　low，
and　there　was　no　disease　specificity　or　relationship　to　clinical　background．　But　in　positive　cases，　2
sera　with　SLE　and　PSS　stained　with　a　diffuse　cytoplasmic　pattern　in　indirect　immunofluorescent
assey．　Thus，　our　analysis　indicates　that　autoantibodies　to　hsp70　exist　in　autoimmune　diseases，　and
among　them，　some　cases　show　cytoplasmic　staining　on　indirect　immunofluorescent　assay．
1．緒 言
　熱ショック蛋白（heat　shock　protein：hsp）は，
熱ショック以外にもウイルス感染，oxygen　radica1，
癌化，重金属などの様々な環境下で発現が増加する
一群の蛋白で，ストレス蛋白とも呼ばれる1）．しか
し，hspは平常時でも細胞内に多量に存在しており，
蛋白の安定化，foldingなど，　molecular　chaperone
として重要な役割を担っている2）．通常は，その分子
量にちなんで命名され，hsp　90，　hsp　70，　hsp　60，
　47，　hsp　30などがあげられる3）．最近，　hspが自
己免疫疾患との関連で注目されているが，それはこ
の蛋白が細菌から哺乳類細胞まで広く存在し，かっ
アミノ酸配列が高度に保存されているにもかかわら
ず，抗原性が強く様々な感染症における主要な免疫
原である4）という相反する特徴を兼ね備えているた
（1994年1月31日受付，1994年2月15日受理）
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めである．
　慢性関節リウマチ（RA）の疾患モデルであるア
ジュバント関節炎が，結核菌hsp　60に反応する特
異的T細胞により発症する5）と報告されて以来，
hsp　60とRAについては病因論，自己抗体等様々な
研究が進められている．一方，72kDと73　kD蛋白
より成るhsp　70に関しては，極めて検討例が少な
く臨床的意義については，全く不明のままである．
　そこで我々は，膠原病患者血清中の抗hsp　70抗
体の存在を明らかにするため，精製抗原（bovine
hsp　70）を用いたELISAにてスクリーニング後，
hsp　70にATP結合性があることを利用して精製
した，ヒトATP結合性蛋白を抗原として，より特
異度の高いイムノブロッティング法を確立し検討を
行った．
Table　1　Characteristics　of　patients　with
　　　rheumatoid　arthrities（RA），　systemic　lupus
　　　erythematosus（SLE）　and　progressive　sys－
　　　temic　sclerosis（PSS）　and　healthy　controls
　　　（H．C．）
Group n　M／F Mean　age
II．対 象
Control
RA
SLE
pss
50　15／35
50　9／41
50　1／49
17　2／！5
51．5±20．1（13　一一　79）
56．4　±　12．4　（20　rv　73）
38．9±13．2（17　一一一　68）
50．1±13．4（29－75）
　本院および関連施設を受診し，アメリカリウマチ
協会（ARA）の診断基準を満たした慢性関節リウマ
チ（RA）患者50名，全身性エリテマトーデス
（SLE）患者50名，進行性全身性硬化症（PSS）患者
17名と性別，年齢をマッチさせた健常人50名の血
清を対象とした（Table　1）．
IIL　方 法
　1．細胞
　HeLa細胞，　HEp－2細胞を10％FCS（fetal　calf
serum，　Bioserum，　Australia）を加えた
RPMI　1640（GIBCO，　USA）にて継代培養した．
　2．モノクローナル抗体
　抗hsp　73／72抗体（3a3，　Affinity　Bio　Reagents，
USA），抗hsp　72抗体（RPN　1197，　Amersham，
UK），最近，坪井らによって作成された抗hsp　73抗
体（NT　22）を陽性コントロールとして使用した．
　3．　ELISA
　hsp　73と，ごく微量のhsp　72を含む精製抗原
bovine　hsp　70（StressGen，　Canada）を0．1Mcar－
bonate　buffer（pH　9．6）で1μg／mlに希釈し，96－
well　polystyrene　plate（SUMILON，　Japan）に各
50μ1加え，4℃で夜間放置後，0。05％Tween　20－
phosphate　buffer　saline　（PBS）　に1％　bovine
serum　albmin（BSA）を加えたblocking　bufferで
1回洗浄，さらに200μ1加え1時間室温放置．PBS
にて100倍希釈した試験血清，モノクローナル抗体
を，50μ1ずつduplicateで加え，2時間室温放置．
0．1％Tween　20－PBS（PBS／T）で2回洗浄後，
PBSで500倍希釈したペルオキシダーゼ標識ヤギ
抗ヒトlgG，　IgA，　lgM（Kirkegaard＆Perry
Laboratories，　USA），またはペルオキシダーゼ標識
ヤギ抗マウスIgG，　IgM（Kirkegaard＆Perry
Laboratories，　USA）を各50μ1加え，1時間室温
放置．PBS／Tで5回洗浄，発色基質ABTS（Kir－
kegaard＆Perry　Laboratories，　USA）を各100μ1
加え，30分間室温放置後，ELISA　plate　reader
（EAR　400　AT，　SLT－LABINSTRUMENTS，
Austria）405　nmで，抗体価を測定，　ELISA値は，
陽性コントロール（モノクローナル抗体：3a3）を1
とした比で表した．
　4．ATP結合性蛋白の作成
　Welchらの方法6）によった．即ち，lysis　bufferは，
HEPES　buffer　for　ATP　affinity　chromatography
（20　mM　HEPES　（pH　7．0），　2　mM　Mg　acetate，　25
mM　KCI，10　mM（NH4）2SO4，0．8mM　DTT）に
0．5％NP－40，0．2TIU　Aprotininを加えた．　HeLa
細胞を上記lysis　bufferで溶解し，3500　rpmで15
分間遠沈，上清を上記HEPES　buffer中で透析後，
ATP　agarose　ge1（Sigma，　USA）を用いたアフィ
ニティクロマトグラフィで精製した．High　KCL
HEPES　bufferにて洗浄後，抗原として使用した．
　5．SDS－PAGEおよびイムノブロッティング
　ATP結合性蛋白（5×107　cells）は，　sample
buffer　（100　mM　Tris－HCI　（pH　6．8），　30／o　SDS，
10％glyceol，30　mM　DTT，　O．015％BPB）に溶解
し，Mini PROTEAN　II（Bio－Rad　Laboratories，
USA）にてSDS－PAGE（reducing　conditions，10％
SDS－polyacrylamide　gel　10　cm×0．75　mm）を施行
後，転写膜（lmmobilon　PVDF；Polyvinylidene
（2）
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difiuoride，　MILLIPORE，　USA）にセミドライプロ
ッティング（Trans　blot　SD，　Bio－Rad　Labora－
tories，　USA）を行った．転写膜は，5mm幅に切断
しblocking　buffer（50　mM　Tris－HC1（pH　7．6），
5％non　fat　milkpowder，0．05％Tween　20）で室
温1時間魚油後，100倍希釈した試験血清，各種モノ
クローナル抗体と室温90分間反応させた．0．1％
Tween　20－PBS（PBS／T）で2回洗浄後，　PBSで
500倍希釈したペルオキシダーゼ標識二次抗体と室
温1時間反応し，PBS／Tで2回洗浄後，　ECL　detec－
tion　reagents（Amersharn，　USA）を用いてX線
フィルム（Kodak，　USA）上に検出した．なお二次
抗体は，ペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ヒトIgG，
IgA，　lgM　（Kirkegaard　＆　Perry　Laboratories，
USA），抗ヒトIgG（Sigma，　USA），抗ヒトIgA
（Sigma，　USA），抗ヒトIgM（Sigma，　USA），抗
マウスIgG，　IgM（Kirkegaard＆Perry　Labora－
tories，　USA）を各々の実，験で用いた．
　6．間接蛍光抗体法
　スライドガラス上で培養したHeLa細胞および
HEp－2細胞をPBSで洗浄し，100％ethano1で
一70℃1時間固定．試験：血清と室温30分間反応さ
せ，PBSで洗浄後，　FITC標識ウサギ抗ヒトIgA，
IgG，　lgM，　kappa，　lambda　（DAKO　A／S，　Denmark）
と室温30分間反応させ，蛍光顕微鏡にて判定した．
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　1．　ELISA
　各群の平均値±SDは，健常人群（0．123±0．065），
RA群（0．103±0．077），　SLE群（0．106±O．074），
PSS群（0．132±0．133）とほとんど差を認めなかっ
た．健常人群の平均値＋2SDをcut　off値とすると
RA群で2例，　SLE群で3例，　PSS群で1例と健
常人群で1例の陽性例を認めた（Fig．1）．
　2．イムノブロッティング
　ELISAでの陽性例を含めた全例にイムノブロッ
ティングを施行した．RA群，　PSS群では，　ELISA
で陽性のそれぞれ2例，1例に抗hsp　73／72抗体を
認めた．一方，SLE群では，　ELISAで陽性の3例
はすべて陰性であり，ELISAでの陰性産婦に抗
hsp　72抗体陽性1例を認めるのみであった．また，
健常者群では，ELISA陽性の1例に抗hsp　73／72抗
体を認めた（Fig。2）．
　上記陽性5例のイムノグロブリンのクラスは，全
　　H．C．　RA　SLE　PSS
Fig．　1　Antibody　titer　to　hsp　70　by　ELISA　in　50
　　healthy　controls　（H．C．），　50　patients　with
　　rheumatoid　arthritis　（RA），　50　with　systemic
　　lupus　erythematosus　（SLE）　and　17　with　pro－
　　gressive　systemic　sclerosis　（PSS）．　The　data
　　are　expressed　by　the　ELISA　ratio．　Bars　show
　　group　means，　and　the　broken　line　indicates
　　the　mean十2SD　of　healthy　control　values．
　　Same　case　number　is　used　in　Fig　2　＆　Fig　3．
例ともIgM抗体が主体であった（Fig．3），（Fig．4）．
　3．間接蛍光抗体法
　イムノブロッティングで陽性を示した5畑中の2
例（SLE，　PSS）は，　HeLa細胞，　HEp－2細胞とも
に抗細胞質抗体陽性であり，かつ陽性コントロール
であるモノクローナル抗体（NT　22）の染色型と同
様に，diffuse　patternであった（Fig．5）．
　他の3例（RA　2例，健常者1例）は，抗細胞質抗
体陰性であった．
V．考 察
　heat　shock　protein（hsp）に対する自己抗体につ
いては，いくつかの報告例があるが，使用抗原，測
定方法などの差により結果は様々である．Toulfa7），
McLeanら8）は，　RAにおいてrecombinant
hsp　65（Mycobacterium　bovis：BCG）を抗原とし
たELISAにより抗hsp　65抗体（IgG，　IgA）の高
値を報告した．一方，Panchapakasanら9）は，同様
の方法によりRAで高値となるのは，　IgM抗体で
あるとしている．Danieliら10）は，　Mycobacterium
tuberculosisのrecombinant　hsp　65を抗原に用い
たELISAで，抗hsp　65抗体は，　systemic　sclerosis
にも高頻度に認められるとした．SLEでは，当初
Minotaらがヒト細胞全溶解液を抗原としたイムノ
ブロッティングで，抗hsp　90抗体（IgG）11），抗
hsp　73抗体（IgG，　IgM）12）は，　SLEに特異的，高
（3）
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Fig．　2　lmmunoblotting　analysis　with　serum　from　same　patients　in　Fig　1．
　　　and　lane　B　were　stained　with　coomassie　blue，　A　（HeLa　cell　whole　lysate）
　　　（ATP　binding　proteins）．　Lane　C・A－E　as　positive　controls　with　monoclonal　anti
　　　body　（MoAb）：C　（NT　22．　anti－hsp　73），　D　（3a3．　anti－hsp　73／72）
　　　（RPN　1197．　anti－hsp　72）．　Lane　1，　2　（RA），7　（PSS）　and　8　（healthy　control）　were
　　　anti－hsp　73／72　positive　sera．　Lane　6　（SLE）　was　anti－hsp　72　positive　serum．　Lane
　　　9　（healthy　control）　：negative　serum．　Lane　10　（PBS）：negative　control．
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Fig．　3　5　cases　were　tested　for　lgG，　lgA　and　lgM　reactivity　to　hsp　70
　　　Fig　1　＆　Fig　2．　MoAb　（NT　22．　anti－hsp　73）．　Case　1，　2　（RA），
　　　control），　9　（negative　serum）．　A：lgA，　G：lgG，　M：lgM．
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Fig．　4　lgM　antibodies　to　hsp　70　in　5　cases．　Antibodies　were　detected　by　incubating
　　　with　anti－human　lgM．　Lane　A　（NT　22），　B　（3a3），　C　（RPN　1197）　as　positive
　　　controls．　Lane　1，　2　（RA），　6　（SLE），　7　（PSS），　8　（healthy　control），　9　（negative
　　　serum）．
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A B
Fig．　5　lndirect　immunofluorescent　assay．　Diffuse　cytoplasmic　staining　on　HEp－2　cells　by　monoclonal
　　antibody　NT　22　（A），　serum　form　a　patient　with　PSS　（B）．
頻度に存在すると報告したが，その後のJarjour
ら13）の報告のように，同様の方法で他の膠原病，感
染症にも抗hsp抗体が認められるとの指摘もある．
また，ELISAによる検討9）エ。）では，抗hsp　70抗体
はSLEで必ずしも高値ではない．以上のように，
今日まで抗hsp抗体は疾患特異性，出現頻度等に一
定した結果が得られておらず，臨床的意義について
はほとんど明らかとなっていない現状である．
　今回の検討では，ELISAにてスクリーニング後，
より精製された抗原（ヒトATP結合性蛋白）を用
いたイムノブロッティングにて検出しているため，
従来の報告と較べ，陽性例は少数であるが，より高
力価，高親和性の抗hsp　70抗体の存在を確認でき
た．その理由として，第一に，ELISA単独による検
討では，やはり今回のSLE　3例のように非特異的反
応の影響を除外できないことが考えられる．第二に，
イムノブロッティングにおいても全細胞溶液を抗原
に用いると，特に抗RNP抗体陽性例での70　kD付
近のバンドの判定に困難を生ずることが今回の検討
中も問題となった．第三として，測定感度を上げる
ことを目指すあまり，試験血清の希釈を少なくし，
反応時間を長くするといった方法がとられた場合，
非特異的反応の除外に苦慮する結果となるからであ
る．
　上記のように，今回の検討では，特異的な抗
hsp　70抗体を検出しえたと思われるが，その特徴の
第一点は，陽性5例中2例が間接蛍光抗体法でcyto一
plasm陽性であったことである．このうちのPSS症
例は，Raynaud症状が著明であり，皮膚硬化は手指
のみであるが，皮膚生検組織像により診断がなされ
たケースである．抗Scl－70抗体，抗セントロメア抗
体，抗RNP抗体を含めた抗核抗体は陰性であり，
抗SS－A（Ro）抗体，抗Jo－1抗体，抗ミトコンド
リア抗体，抗平滑筋抗体，抗リボゾーム抗体といっ
た既知の抗細胞質抗体14）15）もすべて陰性で，細胞質
の染色はdiffuse　patternであった．また，　SLE症
例は，抗DNA抗体，抗RNP抗体が陽性であり，
抗細胞質抗体も抗ミトコンドリア抗体が弱陽性であ
ったが，細胞質の染色パターンは抗ミトコンドリア
抗体に認められるような穎粒状の染色型’6）でなく，
PSS例と同様なdiffuse　patternを示していた
（Table　2）．このように自己抗体のスクリーニング検
査であるHEp－2細胞を用いた間接蛍光抗体法で
cytoplasmic　patternを示す対応抗原不明例の中に，
抗hsp　70抗体高力価例が存在することが，今回の
検討で強く示唆された．
　今回の第二の特徴は，陽性5例の抗hsp　70抗体
は，すべてIgM抗体が主体であった点である．一般
に，低親和性でpolyreactiveな，いわゆるnatural
autoantibodyは，　IgM型で生体内での病原性は低
いとされている．したがって，陽性例の疾患特異性，
臨床的背景には一定の傾向が確認できず，抗hsp　70
抗体が健常人にも存在していたという今回の結果か
らは，抗hsp　70抗体が病的意義を持つ可能性は低
（5）
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Table　2　Characteristics　of　2　patients　that　have　anticytoplasmic　antibody．　ANA：antl－
　　nuclear　antibody，　Ho：homogeneous　pattern，　Sp：speckled　pattern，　ENA：extractable
　　nuclear　antigen，　RNP：ribonucleoprotein
case
No．
clinical　n”n　nA”　ANA　with　anti－DNA　anti－ENA　anticytoplasmicdiagnosis　age　SeX　HEp－2　cell　antibody　antibodies　an’狽奄bUdies
6．
7．
SLE
pss
29　F　Ho，　Sp：640
52　F （一）
（＋）
（一）
RNP：16
（一）
mitochondria：40
十　diffuse　pattern
diffuse　pattern
いとも考えられる．しかし，陽性5例のIgM抗
hsp　70抗体が，すべて同一の意義をもつ自己抗体で
あるとは断言できない．事実，病態形成に深くかか
わっているにもかかわらず，健常人にも認められる
IgMリウマトイド因子（IgMRF）を例にとると，最
近の研究で，IgMRFは，　IgGFcと親和性の高い
monoreactive　RFと親和性の低いpolyreactive　RF
の二つのグループに分けられると指摘されてい
る17）．これらのIgMRFは，正常状態でもpolyr－
eactiveなIgMクラスのRFが産生され続けてお
り，何らかの調節機構の異常により，monoreactive
なRFが大量に産生されるようになることも明らか
になってきている18）．今回の特徴から，抗hsp　70抗
体を，こうしたIgMRFと同様な産生機序を有する
自己抗体と考えることができるかもしれない．
　自己抗体産生のメカニズムは，いまだ不明であり，
一定の見解をみていない．先にIgMRFの産生の際
に述べた，正常状態でも自己抗体を産生しているB
細胞が，大量の抗体産生へと向かうようになる何ら
かの調節機構の異常についても，いくつかの可能性
が示されているにすぎない．従来，抗hsp抗体産生
については，分子相同性（molecular　mimicry）の
機序が有力視されていた．その理由は，ラットのア
ジュバント関節炎が，結核菌のhsp　60に反応する
T細胞により発症し，かつそのT細胞は関節軟骨
のプロテオグリカンと交叉反応性を示すこ
と5）19）20），およびcytokeratin，　KU　autoantigen等，
実に多くの自己抗原とhsp　60との分子相同性が明
らかにされていたこと21）による．さらに，別の自己
抗体の産生機序として抗原推進性（antigen　driven）
もあげられるが，上記二つの機序が単独に，または
相互にかかわっているにしても，抗hsp　70抗体が
産生し続けられるには，抗体産生を調節しているT
細胞側の異常，即ち，隔絶された自己抗原であるhsp
とT細胞応答22）の存在が必要なのではないだろう
か．このようなアプローチからすると，hsp　70が細
胞表面に発現している可能性を示す最近の報告は興
味深いものがある．Vanbuskirkら23）は，マウスの
実験系においてhsp　70が抗原のプロセシングに重
要な役割を果たし，細胞表面にも発現しT細胞応答
に関わっているとしている．さらに，Tamuraら24）
は，ラット腫瘍抗原の研究において，宿主のcD4
（一）CD8（一）のdouble　negative　T細胞の標的
分子が，実は腫瘍細胞上に発現しているhsp　70で
あることを謡い出した．また，ヒトにおいてhsp　70
とMHCクラス1分子のhydrophilicityがよく似て
いること，hsp　70とMHCクラス1のpeptide
binding　domeinの2次構造が酷似していること，
hsp　70遺伝子が染色体上でMHCクラス1とクラ
スIIとの間に位置していること25）などは，　T細胞
を介した抗hsp　70抗体の異常産生という一つの仮
説を考える上で注目すべきものであろう．
　今後，膠原病のルーチン検査である間接蛍光抗体
法でcytoplasm陽性者をチェックし，今回の測定系
を用いて特異的抗hsp　70抗体陽性例を集積の上，
個々の症例で臨床的背景を精査，さらに，HLAダイ
ビングや免疫担当細胞の機能などを検討することに
より，単にhspと膠原病との関連にとどまらない，
自己抗体産生の機序，即ち，免疫と寛容といった免
疫学の根本部分でのより興味深い事実が明らかとな
る可能性があると思われた．
VI．結 語
　1．ATP結合性蛋白を抗原としたイムノブロッ
ティングは，特異的な抗hsp　70抗体の検出に有用
である．
　2．抗hsp　70抗体は，頻度は低いが，　RA，　SLE，
PSSおよび健常人にも存在し，全例でIgM抗体が
主体である．
　3．膠原病患者血清中の抗hsp　70抗体の存在に
（6）
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は，疾患特異性，臨床的背景に一定の傾向を認めな
い．
　　4．抗hsp　70抗体陽性例の中に，　HEp－2細胞を
用いた間接蛍光抗体法でcytoplasmic　pattern（dif－
fuse　type）を示す例がある．
　　5．抗hsp　70抗体と自己免疫疾患との関連性に
ついては，陽性例を集積し，今後さらに検討する必
要がある．
　　稿を終えるにあたり，終始御指導，御高閲を賜り
ました伊藤久雄教授に深甚なる感謝の意を表します
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頂きました坪井面前博士に深謝いたします．また，
患者血清を御提供頂きました東京都立広尾病院内
科，香宗我部　滋博士，御協力頂き・ました東京医科
大学第三内科の教室員各位，当講座実験助手野本さ
い子女史に心より感謝申し上げます．
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